ZAROBESZAMOLO

A palyazat soran végzett kutatds alapvetéen négy, a célkitiizésekben megszabott
teriiletre tagolhato. Célkitlizéseink a kovetkezdk voltak:

I. A Dtipust (D1, D2, D3) ciklinek szerepének vizsgalata a keratinocita proliferacid
¢s differencidlodas szabalyozasaban

II. A D tipusu ciklinek és a5 integrin altali szabdlyozésanak, valamint az a5 integrin
KGF altali szabalyozasanak vizsgalata keratinocitakban

III. A pikkelysomords tiinetmentes keratinocitdk €s a normal borbdl szdrmazo sejtek
koriilmények kozott

IV. Pikkelysomoros tiinetmentes €s normal keratinocitdk génexpresszioban mutatkozé
kiilonbségének vizsgalata rovid idejii (72 oras) T sejt limfokin kérnyezetben (y-
IFN, GM-CSF ¢és IL-3) valo tenyésztést kovetden

A D tipusu ciklinekkel kapcsolatban tervezett vizsgalataink nagy részét befejeztiik, az
eredményeket tartalmazza egy elfogadott ¢és egy benyujtas eldtt 4llo dolgozat.
Vizsgalatainkkal arra kerestiik a valaszt, vajon a D tipust ciklinek gyorsan o0szt6do
immortalizalt HaCaT keratinocitakban a keratinocita kiilonb6z6 sejtciklusaiban (G0-G1/S
illetve G1/S tranzit) kiilonbozéképpen fejezOdnek-e ki. Eredményeink szerint a HaCaT
keratinocitak a D tipusu ciklinek mindharom fajtajat (D1, D2, D3) kifejezik. A D1 ciklin
megjelenése jellemzd a sejtek GO-G1/S fazisara, mig a sejtnyugalmi fazisbol kikeriilt sejtek
ismételt gyors osztodasakor (G1/S tranzit) a D2 és D3 ciklinek megjelenése dominal. Korabbi
vizsgélatainkbol ismert, hogy, az a5 integrin mRNS megeldzi, az a5 protein megjelenése
pedig végig jellemzi a HaCaT keratinocitakban az intenziv sejtosztddast. Eredményeink
szerint a sejtnyugalmi fazis elhagyasat megel6zden az a5 integrin funkcidjanak gatlasa a D1
ciklin megjelenését visszaszoritja a sejtekben, arra utalva, hogy az a5 integrin a
sejtproliferacid szabdlyozasaban ezen a ponton részt vesz. A pikkelysomor egy kronikus,
gyulladasos borbetegség, mely az egyébként sejtnyugalmi fazisban levd bazalis keratinocitak
Ossejteket is. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a D1, D2 és D3 ciklinek mRNS szinten és
fehérje szinten is eltérd kifejezddést mutatnak pikkelysomorben a normal bérhoz viszonyitva.
Ezen eredményeink a pikkelysomoros hamsejtekben zajlé normalistol eltéré proliferacios
szabalyozasra utalnak, mely a betegség kialakuldsdban lényeges elem lehet. Ezeket az
eredményeinket publikaltuk.

A D tipust ciklinek sejtproliferacioban és differencidcioban jatszott szerepének
vizsgalatat kiterjesztettiik a melanocitdk vizsgalatara, mivel laboratoriumunkban sajat
fejlesztés kapcsan egészséges felndtt epidermalis melanocitak kémiai mitogénektdl mentes
Mel-mix tapfolyadékban valo tenyésztése egy olyan sejtkultira modell, melyben a
melanocitak dedifferencialdédnak és in vitro differencialhatokka valnak. A sejtek ilyen
koriilmények kozott gyorsan proliferdlnak, alakjuk bipolarissa valik, melanin-tartalmuk,
valamint a tyrozinazhoz kapcsolt protein-1 (TRP-1) és a c-Kit differencidcios antigének
kifejezddése csokken, idésebb kultirdkban eltiinik. Ezek a tulajdonsdgok arra engednek
kovetkeztetni, hogy a melanocitdk a kémiai mitogénektdl mentes kornyezetben
,»dedifferencialodnak”. Ezt az in vitro rendszert hasznaltuk a D-tipust ciklinek differenciacio-
fiiggd kifejezédésének vizsgalatahoz melanocitikban. Osszehasonlitottuk a D-tipusu ciklinek
kifejezddését érett (TRP-1+c-Kit+) és dedifferencialodott (TRP 1-c-Kit-) pigmentsejtekben. A
melanocitakkal kapcsolatos vizsgalatainkban megallapitottuk, hogy a kémiai mitogénektdl



mentes sejtkornyezetben tenyésztett melanocitdk kifejezik mindharom altalunk vizsgalt D
ciklin izotipust mRNS szinten. A D tipust ciklinek kifejez6dése nagyon hasonld
melanocitdkban a keratinocitakéhoz. Ha a sejtnyugalmi fazisba szoritott sejteket osztddni
engedjiik, a D1 tipusu ciklin kifejez6dés dominal a sejtekben, a gyors egymasutanban 0sztodo
melanocitakban a hamsejtekhez hasonléan a D2 és D3 tipusu ciklinek kifejezodése a jellemzo.
Megvizsgaltuk a D-ciklinek kifejezddését melandmaban €s benignus naevusokban is, ahol
csak a D1 illetve D3 ciklinek fejezddtek ki. Melanomaban a D3 ciklin kifejezodése erésebb
volt a benignus naevusokhoz képest. A D tipust ciklinek szerepének jobb megértését célzod
funkcionalis vizsgélataink folyamatban vannak melanocitdkban. A melanocitdkkal
kapcsolatos vizsgalatok egy részét tartalmazo dolgozat benyujtas elott all.

A kovetkezOkben géncsendesitéssel vizsgaltuk a D tipusu ciklinek szerepét a
keratinocita proliferacid szabalyozasdban HaCaT keratinocitakban. A csendesités utdn
A csendesitéshez kiilonb6zd transzfekcids technikdkat alkalmaztunk, igen eredményes kozel
80-90%-os transzfektalast sikeriilt nukleofekcioval elérniink a sejtekben. Valoés idejii RT-
PCR-ral igazoltuk a D ciklinek sikeres csendesitését. A D1, D2 és D3 siRNS transzfekciok
egyidejii kétszeres ¢és haromszoros csendesités nagy, tobbmagvi sejtek megjelenését
eredményezte. A D tipusu ciklinek kombinalt csendesitése minimalis S fazis blokkhoz,
mérsékelt proliferacid csokkenéshez vezetett, mig a proliferaciés marker a5 integrin és a
differenciacios marker K1/K10 fehérje szintli kifejezédése nem mutatott kiilonbséget a
kontroll sejtekhez viszonyitva.

Eddigi vizsgalatainkkal egyelére nem sikeriilt igazolnunk a D tipust ciklinek
specifikus funkcidit hamsejtekben, eredményeink arra utalnak, hogy a sejtciklus
szabalyozasaban ezekre a ciklinekre a funkcionalis redundancia a jellemzé. Ugy néz ki, hogy
a D tipusu ciklinek jelenléte nem esszencidlis a HaCaT sejtek sejtciklusanak GO/G1-S
fazisanak szabdlyozasaban, de legalabb két D ciklin egyiittes jelenléte sziikséges a sejtek
fontos szerepének tovabbi vizsgalatdhoz, a kombindlt géncsendesités sejtciklusra gyakorolt
hatdsanak vizsgédlatdhoz RT2 Profiler PCR Array System (Super Array, Super Array
Bioscience Corporation) segitségét hasznaltuk. A sejtciklusban szerepet jatszd 84 gén
expresszios valtozatait detektaltuk, a vizsgalt gének koziil az MKi67 expresszidja mutatott a
D2-D3 kombinaciods kiiités kivételével harom fiiggetlen kisérletben jelentds csokkenést. Bar a
Ki 67 jol ismert és igen széles korben alkalmazott markere az oszt6dd human sejteknek, szinte
nucleolus kiilsé fibrillaris kompartmentjében azonositja, ami riboszomalis funkciot sejtet.
Ezeket az eredményeinket egy benyujtas elott allo dolgozatban foglaltuk 6ssze.

Kovetkez6 vizsgalatainkkal arra kerestiik a valaszt, hogy a KGF szabalyozza-e az a5
integrin promoter aktivitdsat a gyorsan osztdddé HaCaT keratinocitdkban. A HaCaT sejtek,
habar immortalizalt és genetikailag transzformalt sejtek, a human keratinocitdk jo6 modelljei.
Célunk az volt, hogy a5 integrin promoter-pGL3 luciferdz riporter gén-puromycin
rezisztencia gén kiméra konstrukcioval stabilan transzformalt szinkronizalt HaCaT
keratinocitakban vizsgaljuk a KGF a5 integrin promoter aktivitdsara gyakorolt hatasat.
Sikeresen eldallitottuk az a5 integrin promoter-luciferaz riporter gén-puromycin rezisztencia
gén konstrukciot, majd ezt transzfektaltuk JetPEI reagenssel HaCaT keratinocitdkba. A bevitt
aS integrin promoter-luciferdz riporter gén-puromycin rezisztencia gén konstrukcio a sejtek
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magukban a konstrukcio aktivitasat. Ezt kovetden a HaCaT keratinocitakat oS5 integrin



promoter-luciferdz riporter gént tartalmazd plazmiddal tranziensen transzfektaltuk.
Transzfekciot kovetden a sejteket szérumos vagy szérummentes médiumban novesztettiik.
Ebben a kisérleti rendszerben a transzfektalt sejtek nem mutattak kiillonbséget sem
morfoldgiai, sem proliferacids tulajdonsagaikban a kezeletlen kontroll, a forditott allast ¢és
iires vektorral transzfektalt kontroll sejtekhez viszonyitva. 24 ill. 48 6raval a transzfekciot
a5 integrin promoter aktivitdsat luminométerrel detektaltuk. A szérummentes taptalajban
tenyésztett transzfektalt HaCaT keratinocitdkban KGF indukcid hatdsara jelentdsen magasabb
a5 integrin promoter aktivitast detektaltunk a szérumos taptalajban tenyésztett transzfektalt és
a konstrukciét nem tartalmazéd iires plazmiddal transzfektalt kontroll keratinocitakhoz
viszonyitva. Ezen eredmények azt mutatjak, hogy a KGF részt vesz az a5 integrin
kifejezddésének szabalyozasaban. Ugyanezen a5 integrin promoter — luciferdz riporter gént
tartalmazd plazmiddal transzfektdltunk HEK 293 sejteket és egészséges borbdl szdrmazod
keratinocitakat. A sejteket KGF-el indukalva, HEK 293 sejteken a HaCaT sejtekhez hasonlo
aS integrin promoter aktivitds novekedést tapasztaltunk, mig az egészséges keratinocitak
esetében nem volt aktivitds novekedés. Id6kozben az AJP Cell Physiologyban megjelent egy
dolgozat, amelyben bizonyitottdk, hogy a KGF az alfaS integrin expresszidjat a
CCAAT/enhancer-k6td protein bétan keresztiill valdoban szabédlyozza laphdmcarcinoma
sejtekben. Ezek az eredmények megerdsitik azon feltevésiinket, hogy a KGF az a5 integrin
szabalyozasan keresztiil szerepet jatszik a pikkelysomor tiineteinek kialakulaséban.

Annak vizsgélatara, hogy egészséges borben és pikkelysomords betegek nem-1€zios,
tiinetmentes borében milyen molekularis valtozasok jatszodnak le mechanikai stressz hatdsara
enyhe mechanikai stresszt indukaltunk tape strippinggel a borén, majd a kezelés utan hat
oraval shave biopszidkat vettiink. Harom egészséges donortdl és harom pikkelysomoros
betegtdl vettiink mintakat. Harom pikkelysomords beteg nem-1€zids boérén erdsebb
mechanikai stresszt is indukaltunk gy, hogy a stripping el6tt erésebb dorzsolésnek is kitettiik
a bort. Minden donortol vettiink kontroll mintékat is. Az egészséges donorok epidermiszében
az oS5 integrin mRNS szintje kb. haromszorosira emelkedett a sebzés hatasara, mig
pikkelysomords betegekben ugyanez az enyhe mechanikai stressz hatdsara kb.
tizenStszorosére. Erdekes modon az erdsebb mechanikai hatasra az emelkedés a tiinetmentes
borben csupan kétszeres volt. Az egészséges donorok dermiszében a KGF mRNS mintegy
kilencszeres emelkedést mutatott a mechanikai stressz hatasara, mig pikkelysomoros betegek
dermiszében enyhe mechanikai stressz hatdsara kb. kétszeres, erdsebb mechanikai stressz
hatasara kb. 6tszoros emelkedést lattunk. A K10 keratin mRNS az egészséges donorok és az
er6sebb mechanikai stressznek alavetett betegek epidermiszében nem mutatott jelentds
valtozast, mig az enyhe mechanikai stressznek kitett pikkelysomords betegek epidermiszében
kb. tizennégyszeres emelkedést mutatott. Kisérleti elrendezésiinkben a K1 keratin és a D-
tipusu ciklinek mRNS expresszidjaban nem tapasztaltunk valtozast.

A mechanikai stressz hatdsara bekdvetkezd fehérjeszintli valtozésok vizsgalatdhoz
punch biopszidkat vettiink. Enyhe mechanikai stresszt indukéltunk tape strippinggel, majd a
kezelés utan 24 ¢és 48 oraval 6 mm atmérdji punch biopszidkat vettiink. Harom egészséges
donortdl vettiink mintdkat ¢és harom pikkelysomords beteg nem-lézids bdrteriiletén is
elvégeztiik ezt az eljarast. Minden donort6l kontroll mintékat is vettiink, a pikkelysomoros
betegek esetén egy tiinetes kontroll mintdt is vettiink. A biopszidas mintakat
immunfluoreszcens technikaval festettiik. Vizsgaltuk az a5 integrint, a K10 keratint, a D1
ciklint, a cellularis fibronektint, az EDA" fibronektint, a KGF-et és a KGFR-t.

Egy egészséges donor és pikkelysomords beteg mintdinak feldolgozasa ért véget
eddig. A K10 keratin az epidermisz szuprabazalis rétegeiben fejezddik ki és szintjére a
mechanikai stressz nincs hatdssal. A D1 ciklin egészséges mintakban és a pikkelysdmoros



betegek tlinetmentes boérében nagyon alacsony szintii expresszidot mutat. A cellularis
fibronektin a dermiszre lokalizalodik, mig az EDA™ fibronektin megjelenik az epidermiszben
is és mechanikai stresszre a szintje megemelkedik. A KGF a pikkelysomdros nem-1€zids
epidermiszben nagyobb mennyiségben van jelen, mint az egészséges epidermiszben és szintje
a mechanikai stressz hatasara tovabb novekszik. A KGFR az epidermisz bazalis sejtrétegében
expresszalodik, és szintje nem valtozik a kezelés hatdsara. Az a5 integrin nagy mennyiségben
expresszalodik a dermiszekben, viszont csupan a pikkelysomords mintdk epidermiszében van
jelen, szintje a mechanikai stressz hatasdra megemelkedik.

Ezen jelenleg még feldolgozas alatt allo adataink, véarakozasunknak megfelelden,
alapvetd adatokat szolgaltatnak a pikkelysomords betegek tiinetmentes bérében mutatkozo, az
egészséges egyének normal borétdl alapvetden eltérd folyamatokrol.

Psoriasisos organotipikus chip vizsgalataink sordn egészséges és pikkelysomords
egyének tlinetmentes borébdl eltavolitott shave biopszia mintdkban bekdvetkezd
génexpresszios valtozasokat hasonlitottuk 0ssze T-sejt limfokinekkel torténd kezelést
kovetden. Eldkisérleteink soran eldszor arra a kérdésre kerestiink valaszt, hogy vajon a 72
oOras in vitro kulturaban torténd kezelést kovetden a biopszia mintakbol megfelelé mindségi
RNS izolalhat6-e. Ehhez egészséges donorok bdrmintait 24, 48 és 72 oran keresztiil
organotipikus kultiraban tartottuk, majd diszpdz enzimmel torténd emésztést kovetden az
epidermiszt ¢és a dermiszt elvalasztottuk. Az epidermisz mintakbol Trizol reagens
felhasznalasaval totdl RNS-t tisztitottunk, melyeket mindségét a Semmelweis Egyetem
Microarray Core Facility laboratériumaban Agilent 2100 Bioanalyzer rendszer segitségével
elemezték. Az eredmények azt mutattdk, hogy a mintdk mindsége a leghosszabb, 72 6ras
organotipikus kezelést kovetden is megfeleld a tovabbi vizsgalatokhoz.

A chip kisérletek soran a 4 egészséges ¢€s 4 pikkelysomoros egyén tiinetmentes borébol
szarmaz6 biopszia mintakat megfeleztiik. Mindkét felet organotipikus kultiradba helyeztiik,
ahol az egyik felet kontroll, a parjat T-sejt limfokineket (IL-3, IFNy, GM-CSF) tartalmaz6
tapfolyadékban inkubaltuk. Az izolalt RNS mintdkbdl készitett jelolt cDNS mintakat az SE
Microarray Core Facility laboratoriuméban Affymetrix human oligo chipekre hibridizaltattak.
Az adatok analizise soran az egészséges ¢s a pikkelysomoros tiinetmentes limfokin kezelt
mintak Osszehasonlitasaval kapott adatok részletes elemzését kezdtiikk el, melynek soran a
psoriasisos tiinetmentes epidermisz olyan inherens eltéréseit kivantuk azonositani melyek a
tiinetek kialakuldsadnak okainak, illetve a folyamatok korai 1épéseinek felelnek meg.

Az adatok elemzése soran 79 gén mutatott eltérd expresszids valtozast a limfokin
kezelés hatasara az egészséges ¢€s tiinetmentes pikkelysomords mintakat dsszehasonlitva. Két
gén kétszer is szerepelt a listdban, ami bels6 technikai kontrollként a chip hibridizacios
folyamatok mindségét jellemzi. A génlista részletes elemzése jelenleg folyamatban van,
melynek soran eldszor irodalmi adatok felhasznalasdval meghataroztuk az egyes gének
lehetséges funkciodjat, valamint a keratinocitakban betoltott specidlis szerepiiket. 8 olyan gént
talaltunk (a vizsgalatok soran azonositott gének 10%-a), melyekrdl ismert, hogy szerepiik
lehet a pikkelysomor kialakuldasdban (MMP9, TNC, KLK6, PRSS27, ARG1, IL23A, VNN3).
Ez a tény azt sugallja, hogy az altalunk alkalmazott kisérleti 0sszeallitdas valoban alkalmas
arra, hogy a psoriasis kialakuldsa sordn végbemend patogén folyamatokat, illetve ezek
szerepldit azonositsa. Jelenleg folyamatban van a chipes eredmények validaldsa valds ideji
RT-PCR mddszer alkalmazasaval. Folyik emellett az adatok tovabbi elemzése, melynek soran
az azonositott gének kozotti kapcsolatrendszert probaljuk felderiteni, melynek sordn olyan
biologiai, szignal transzdukcids, valamint metabolikus folyamatokat probalunk azonositani,
melyekben ezek a gének szerepet jatszhatnak.



